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Menetrelma ksylitolin ja etanolin valmistzamiseksi samanai- 
kaisesti 

Keksin-ta koskee menetelmaa ksylitolin J a etanolin 
5 valmistamiseksi samanaikaisesti . LahtGaineena kayteta^n 
hydrolysoitua lignoselluloosapi1:ois1:a materiaalia, ja me- 
netelman mukaisesti iaht6aine f ermentoidaan hiivakannan 
avulla, minkSL jSlkeen etanoli otetaan talteen ja fermen- 
toidulle liuokselle suoritetaan kromatograf inen erotus 

10 puhtaan ksylitolin saamiseksi. 

Ksylitoli on luonnossa esiintyva sokerialkoholi, 
joka muodostuu ksyloosin pelkistysreaktiossa ja joka ma- 
keudeltaan ja kaloripitoisuudeltaan (4 kcal/g) vastaa- "ta- 
vallista" sokeria. Ksylitoli esiintyy pienina maSrina mo- 

15 nissa hedelmissa ja vihanneksissa ja sita muodostuu myas 
ihmiskehossa normaalina aineenvaihduntatuotteena . Ksylito- 
li on tiettyjen aineenvaihdunnallisten, hammaslaMketie- 
teellisten ja teknisten ominaisuuksiensa perusteella erit- 
tain hyva erikoismakeuttaja erilaisissa yhteyksissS, Esi- 

20 merkkina voidaan mainita, etta ksylitoliaineenvaihdunta on 
riippumaton insuliiniaineenvaihdunnasta, joten my5s dia- 
beetikot voivat k^yttsa sita* Ksylitoli vaikuttaa my5s 
hidastavasti suolen toimintaan, joten silia voi olla kayt- 
t5a laihdutusdieeteissa. Lisaksi on haivaittu, etta ksyli- 

25 toll ei aiheuta hammasmataa, vaan silia on jopa karios- 
taattinen vaikutus. 

Ksylitolin lukuisista eduista huolimatta sen kaytta 
on ollut melko rajoittunutta. Syyna tahan on ksylitolin 
suhteellisen korkea hinta^ mika taas johtuu vaikeuksista 

30 tuottaa ksylitolia suuremmassa mittakaavassa. 

Etanoli on hyvin tunnettu yhdiste, jolla on laaja 

kaytta. 

Ksylitolia on aikaisenunin valmistettu ksylaanipi- 
toisesta materiaalista hydrolysoimalla, jolloin saadaan 
35 monosakkaridiseos, jossa on nun. ksyloosia. Ksyloosi muute- 
taan sitten ksylitoliksdf, yleensa nikkelikatalysaattorin. 
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kuten Raney-nikkelin lasnSollessa. Lukuisia menetelmiS 
ksyloosin ja/tai ksylitolin valmistamiseksi ksylaanipitoi- 
sesta materiaalista on kuvattu alan kir j allisuudessa . Esi- 
merkkeinS voidaan mainita US-patentt:i julkaisu 3 784 408 
5 (Jaffe et al.), US-patentti julkaisu 4 066 711 (Melaja et 
al,)/ US-patentti julkaisu 4 075 406 (Melaja et al.), US- 
patent ti julkaisu 4 008 285 (Melaja et al. ) ja US-patentti- 
julkaisu 3 586 537 (Steiner et al.). 

NSma tunnetut menetelmat ovat kaikki monivaiheisia, 

10 suhteellisen kalliita ja tehokkuudeltaan riittSmattemia 
prosessejM. Suurimpina ongelmina ovat ksyloosin ja/tai 
ksylitolin tehokas ja tMydellinen eristSminen polyoleista 
ja muista hydrolyysisivutuotteista ja prosessissa runsaas- 
ti syntyvien sivutuotteiden k^ytta. Puhdistus on erittSiin 

15 vaativaa nun, sen takia, etta ksyloosin pelkistysreaktiossa 
kSytettavat katalyytit ovat hyvin herkkia. Lopputuotteen 
puhtaus taas riippuu suuresti siita, etta ksylitoli saa- 
daan erilleen muista pelkistysreaktiossa syntyneista tuot- 
teista. 

20 On tunnettua, etta useat hiivakannat tuottavat re- 

duktaasientsyymejS, jotka katalysoivat sokerien pelkista- 
misen vastaaviksi sokerialkoholeiksi • Tiettyjen Candida- 
kantojen on esitetty tuottavan ksylitolia ksyloosista 
(Ditzelmuller, G, et al.: FEMS Microbiology Letters 25 

25 (1985) 195 - 198, Kitpreechavanich, M. et al.: Biotechno- 
logy Letters vol 6 (1984) 651 - 656, Gong, C-S. et al.: 
Biotechnology Letters vol 3 (1981) 125 - 130). N^ma tut- 
kimukset on kuitenkin tehty vain laboratoriomittakaavassa, 
eika alan kir j allisuudessa ole esitetty menetelmia, joissa 

30 kiteinen puhdas ksylitoli eristetSSn f ermentaatiotuottees- 
ta. 

Hakijan rinnakkaishakemuksessa US 297 791, jStetty 
17.1.1989, kuvataan menetelma puhtaan kiteisen ksylitolin 
valmistamiseksi kasvimateriaalista kSyttSen hydrolyysin ja 
35 fermentoinnin jaikeen kromatograf ista erottamista. TSssM 



menetelmassa kuitenkin suurin osa raaka-aineesta menete- 
taan arvotrlromana jStematieriaalina, MikSli suurempi osa 
raaka-aineis-ta voitaisiin muuttaa kaupallisiksi tuotteik- 
si, tamS oleellisesti parantaisi kokonaismenetelman talou- 
dellisuutt;a. 

Tiedet^an, ettS etanolia voidaan valmis-taa sellu- 
loosasta ja hemiselluloosastra f ermentoimalla sopivan hii- 
vakannan avulla. Etanolin valmistusta D-ksyloosista on 
kuvattu esimerkiksi US-patentti julkaisussa 4 368 268 (C-S. 
Gong), joka erityisesti kohdistuu mutanttien aikaansaami- 
seen, Jotka tuottavat etanolia suurin saannoin, ja julkai- 
sussa Biotechnology and Bioengineering Symp, 12 (1982) 
91 - 102, McCracken, L. & Gong, C-S., jossa fermentointi 
suoritetaan termotoleranttien hiivojen avulla. 

Nyt on havaittu, etta ksylitolia ja etanolia voi- 
daan tuottaa samanaikaisesti k^yttSen keksinnon mukaista 
menetelmaa, jossa ksyloosi muutetaan ksylitoliksi , kun 
taas suurin osa raaka-aineessa olevista muista heksooseis- 
ta muutetaan etanoliksi. NSin raaka-ainetta kSytetSan te- 
hokkaasti hytidyksi, ja saadaan kahta kaupallisesti erit- 
tain tarkeata tuotetta puhtaina ja korkealla saannolla. 
Menetelma on yksinkertainen ja tehokas. 

Keksinnttn mukaiselle menetelmSlle on tunnusomaista, 
etta hydrolysoitu lahtOaine f ermentoidaan hiivakannan 
avulla, muodostunut etanoli otetaan talteen, jaijelle jSa- 
neelle ksylitoliliuokselle suoritetaan kromatograf inen 
erotus ja puhdas ksylitoli kiteytetaan. Lahtttaineena kay- 
tetaan ksyloosipitoisia materiaaleja, jotka keksinnGn mu- 
kaisesti f ermentoidaan hiivakannan avulla, joka pystyy 
muuttamaan ksyloosin ksylitoliksi ja useimmat heksoosit 
etanoliksi. Fermentoinnin avulla saadaan runsaasti ksyli- 
tolia sisaitava lluos, josta ksylitoli otetaan talteen 
yksinkertaisella tavalla. Ty5iaita ja monimutkaisia ero- 
tusvaiheita (kuten perinteista ioninvaihtoa, deminerali- 
sointia, saostuksia tms) ei tarvita, vaan yleensa ksylito- 
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li voidaan puhdistaa yhdessS vaiheessa kromatograf isesti, 
minka jSlkeen se kiteytetaSn puhtaan ksylitolin saamisek- 
si. Etanoli on helppo poistaa f ermentointiliuoksesta esi- 
merkiksi haihduttamalla. NSin valtetaSn tarve erottaa ksy- 
5 litoli heksitoleista ja muista sokereist:a, jotka oval: muo- 
dostuneet hydrolyysi- ja pelkistysvaiheissa. Keksinnon 
mukaisesti suoritettu hydrolyysi tarjoaa mybs ratkaisun 
muissa menetelmissa jatemassana poist:e1:un sulpun k^ytrolle, 
joten keksinnOn mukaisessa menetelmassa oleellisestri koko 

10 lahtomateriaali hyodynnetaSn . 

Lahtomateriaalina keksinnbn mukaisessa menetelmassa 
voidaan kayttaSL melkein mitS tzahansa ksylaahipitioista ma- 
■teriaalia. Mahdollisia IShtiGaineita oval: mm* lehtipuut:, 
ku-ben koivu, pyOkki, poppeli, leppS ym. J a kasvit: tai kas- 

15 vien aineosat, kuten vehn^n, maissin, kauran tai ohran 
oljet tai kuoriosat, maissintShkat ja -varret, pShkindn- 
kuoret, sokeriruohon murskausjate (bagassi) ja puuvilla- 
siementen kuoret. K^ytett^essS puuta lahtCmateriaalina, se 
edullisesti pienennetaan tai kSytetSSn hakkeena, sahapuru- 

20 na ym. ja kSsiteliaSn hydrolysoimalla tai hOyryrS j aytysme- 
netelmaiia ja jalkihydrolysoimalla, jolloin saadaan kek- 
sinnossS k^yttGkelpoista hiilihydraattimateriaalia. 

Edelia mainittujen lisSksi voidaan kSyttaa esimer- 
kiksi puximassan kSsittely- ja valmistusprosesseiss^ muo- 

25 dostuneita runsaasti ksylaania tai ksyloosia sisSltSvia 
sivutuotteita. EsimerkkinM mainittakoon puumassan valmis- 
tuksessa sulf iittiprosessin avulla syntyv^ hapan sulfiit- 
tijateliemi, joka sis^ltaa pieniS maSriS liukenemattomia 
puun kiintoaineita, sekS liukoisia aineita, kuten ligno- 

30 sulfonaatteja, heksooseja ja pentooseja, mukaan lukien 
ksyloosi, ja on hyvS raaka-aine kSytettavaksi ksylitolin 
valmistuksessa. Paperin ja puumassan prosessoinnissa syn- 
tyneita muita sivutuotteita ja j atetuotteita, kuten esi- 
merkiksi esihydrolysaatteja viskoosimassan valmistuk ';esta 

35 ja ns, neutraalisulf iittiprosessin jatelienta, jotka si- 
saitavSt paljon ksylaania ja/tai ksyloosia voidaan my5s 

kayttaa. 
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Keksinnon mukaisessa menetelmassa kaytetaan vesi- 
liuosta, joka sisaltMS vapaata ksyloosia. NMin ollen saat- 
taa olla tarpeen suorittaa laht5materiaalille happo- ja/ 
-tai entsyymihydrolyysi ksylaanin hajot-bamiseksi ksyloosik- 
5 si. MenetelmiM ksylaanipitoisten materiaalien hydrolysoi- 
miseksi ksyloosipitoisten liuosten saamiseksi on kuvattu 
esimerkiksi US-patentti julkaisuissa 3 784 408 (Jaffe et 
al.) ja 3 586 537 (Steiner et al.). 

Lahtomateriaali voidaan haluttaessa esikasitrella 
10 ennen f ermentointia sellaisten aineosien poist:amiseksi, 
jotka saattavat: olla hiivalle myrkyllisia tai muilla ta- 
voin haitallisia. Esikasittrelyvaiheen tarpeellisuus riip- 
puu kaytetysta lahtomateriaalista ja f ermentoinnissa kay- 
■tetysta hiivasta. LShtomateriaalin esik^sittely voi kasit- 
15 -taS esimerkiksi jSlkihydrolyysin, kromatograf isen erotuk- 
sen, ioninvaihtopuhdistuksen^ saostuksen tms. 

Prosessikaavio on esitetty seuraavassa: 

hydrolyysi 
20 I 

fermen-tointi 



25 tislaus etanoli 



kroma-bograf ia 

30 ' j 

kiteytys 

I 

35 ksylitoli 



Hydrolyysi vol kasitt^a kaksi vaihetta, selluloo- 
sapitoisen raaka-aineen esihydrolyysin, joka voidaan suo- 
ri-ttaa kaytt^en ns. hoyryrajaytysmenetelmaa, seka poly- ja 
oligosakkaridien entsymaattisen hydrolyysin vastaavien 
monosakkaridien muodostamiseksi • Tama vaihe suoritetaan 
entsyymien avulla, joilla on korkea sellulolyyttinen ja 
ksylanolyyt-tinen aktiivisuus, 

jaijeile jaaneet kiinteSt aineet, koostuen suurilta 
osin ligniinista, erotetaan sitten saadusta liuoksesta, 
Vaihtoehtoisesti mainitui: kiin-beat aineet ja fermentoin- 
nissa synytyvat kiinteat aineet, kuten hiiva, voidaan 
erottaa tai ot-taa talteen seuraavan tislaiiksen jSlkeen. 

Kun raaka-aineena kaytetaSn suhteellisen epapuhtai- 
ta liuoksia, saattaa liuostren esik^sittely joissakin ta- 
pauksissa olla tarpeen. Esik^sittely voi olla esimerkiksi 
jalkihydrolyysi ja/tai aineosien erottaminen, jotka aine- 
osat voivat olla kaytetylle hiivalle myrkyllisia ja/tai 
haitallisia tai joilla on haitallinen vaikutus fermentoin- 
tiin -tai erotusvaiheisiin, EsikSsittelyyn voi mycis liittya 
kromatograf inen erotus, ioninvaihtopuhdistus, saostus tms. 

Seuraavaksi liuos f ermentoidaan sopivan hiivakannan 
avulla. Keksinn5ssa k^ytetaSn hiivoja, jotka pystyv^t pel- 
kistamaMn ksyloosin ksylitoliksi ja heksoosit etanoliksi 
ja/tai kayttavat heksooseja kasvuun. Tailaisia hiivoja 
ovat mm. Candida-, Pichia-, Pachysolen- ja Debaryomyces- 
sukuihin kuuluvat hiivat. Edullisina pidetaan Candida- ja 
Debaryomyces -lajeja, erityisesti Candida tropicalis ja 
Debaryomyces hansenii. Hyvana esimerkkina voidaan mainita 
Candida tropicalis -kanta, joka on talletettu talletuslai- 
tokseeh the American Type Culture Collection numerolla 
ATCC 9968 • 

Fermentoitavan vesiliuoksen ksyloosipitoisuus riip- 
puu kaytetysta iaht5materiaalista ja prosessivaiheista, 
mutta on edullisesti noin 50 - 300 g/1. 

Fermentointi voidaan suorittaa useimmissa kaupal- 
lisesti saatavissa f erme*ittoreissa, jotka on varustettu 
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ilmastusvalineilia J a sekoitus- ja pH-saat:elyvcLlineilia. 
L^mpotila on edullisesti noin 20 - 40 **C, erityisen edul- 
lisesti noin 30 **C. Hiivasolut lisataSn korkean ksyloosi- 
pitoisuuden liuokseen. Yleisesti voidaan sanoa, ettS mita 
5 suurempi on hiivakonsentraatio, sitS nopeampi on fermen- 
■tointivaihe. On havai1:t:u, ettsL hiivakonsentraatio on edul- 
lisesti noin 1 - 20 g kuivaa hiivaa/1 substraattia (kuiva- 
painoa) kun ksyloosipitroisuus on noin 50 - 300 g/1. 

Fermentrointia voidaan tehostraa lisaSmallS ravin- 

10 teita ja sita jatketaan kunnes suurin osa ksyloosista on 
muutet-bu ksylitzoliksi ja olennaisesti kaikki heksoosit on 
muutettu etanoliksi ja/tai kSytetty hiivan kasvuun. Fer- 
mentointi kestaS yleensS noin 24 - 144 tuntia, edullisesti 
24 - 72 tuntia. Keksinnon mukaisella menetelmaiia jopa 90 

15 % ksyloosista voidaan muuttaa ksylitoliksi . 

Fermentoinnin jSlkeen liuos kirkastetaan ennen ksy- 
litolin ja etranolin erottamista siitS. Hiivasolut poiste- 
taan f ermentoinnin j^lkeen. voidaan suorittaa sentri- 

fugoimalla, suodattamalla tai muulla samankaltaisella me- 

20 nettelylia. Kun hiivasolut on poistettu ja liuos on kirkas 
otetaan f ermentoinnissa syntynyt etanoli talteen haihdut- 
tamalla^ tislaamalla tai muulla samankaltaisella menette- 
lylia, Hiivasolujen poisto voidaan vaihtoehtoisesti suo- 
rittaa tislauksen jaikeen. 

25 Ksylitolin talteenottamiseksi suoritetaan ensin 

kromatograf inen erotus. TSmS tehdsan edullisesti kolonnis- 
sa, joka on taytetty divinyylibentseenilia ristisidotulla 
sulfonoidulla polystyreenihartsilla alkali/maa-alkalimuo- 
dossa. Tarkoitukseen sopivaa suuren mittakaavan kromato- 

30 grafiamenetelmaa on kuvattu US-patenttijulkaisussa 
3 928 193 (Melaja et al.). Kromatograf inen erotus voidaan 
suorittaa myGs kSyttfien simuloitua liikkuvaa petia, kuten 
on kuvattu US-patenttijulkaisussa 2 985 589- Kolonnin 
taytteena kaytetaan DVB-ristisidottua sulfonoitua polysty- 

35 reenihartsia. 
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Kromatograf iavaiheessa saadusta runsaasti ksylito- 
lia sis^ltavasta fraktiosta ksylitoli voidaan kiteyttaa 
hyvaiia saannolla kSyttaen tavanomaisia kiteytysmenetel- 
mia, kuten jaahdytys- tai haihdutuskiteytysta. KaytettSes- 
sa j aahdytyskiteytysta konsentroituun ksylitoliliuokseen 
lisataan siemenkiteiksi ksylitolikiteita, joiden keskimaa- 
rainen lapimitta on noin 30 mikronia, minka jaikeen liuok- 
sen lampotilaa alennetaan hitaasti* Saadut kiteet, joiden 
keskimaarainen lapimitta on noin 250 - 600 mikronia, ero- 
te-taan esimerkiksi sentrifugoimalla ja pestaan vedelia 
oleellisesti puhtaan kiteisen ksylitolin saamiseksi. 

Menetelma voidaan vaihtoehtoisesti suorit:taa siten, 
et-ta lahtOaineelle suoritetaan osittainen hydrolyysdL ja 
uutto. Uutosta saatu esihydrolysaatti f ermentoidaan sitten 
ksyloosin muuttamiseksi ksylitoliksi, joka erotetaan kro- 
matograf isesti ja kitey-tetaan edelia kuvatulla tavalla. 
Uutre-bulle massalle suoritetaan loppuhydrolyysi , hydrolyy- 
situote fermentoidaan heksoosien muuttamiseksi etanoliksi 
ja etanoli otetaan talteen edelia kuvatulla tavalla. 

Keksintaa kuvataan yksityiskohtaisenunin seuraavien 
esimerkkien avulla, joiden tarkoituksena ei ole rajoittaa 
keksint5a. 

Esimerkki 1 

Etanolin ja ksylitolin valmistus koivulastuista 
Koivulastuille suoritettiin h5yryrajaytyskasittely 
215 **C:ssa viiveajalla 4,5 min. Kaytetty laitteisto on 
kaupallisesti saatavissa (Stake Technology, Canada )• 

30 kg h6yryrajayttamaiia esikasiteltyja lastuja 
suspendoitiin 400 l:aan vetta 50 ^'Cissa sekoitusvaiineilia 
varustetussa reaktorissa. Suspension pH saadettiin arvoon 
4,8 NaOH-liuoksella. Seuraavat entsyymit lisattiin reak- 
toriin: 



Cellulase Multifect L 250 4 FPU/g k.a. 
(Cultor ) 

beta-Glucosidase Novozyme 188 5 lU/g k.a- 
5 ( Novo ) 

Hemicellulase Multifecl: K, 
(Cultor) 

sisaltaen ksylanaasia 18 U/g ka 

10 S-ksylosidaasia 9 nkat/g ka 

esteraasia 2 nkat/g ka 



Reak-tio aloitettiin ja 3 ja 6 tunnin jSlkeen seok- 

15 seen lisSttxln esikSsiteltyja koivulastuja kiinteiden ai- 
neiden pitoisuuden nostzcimiseksi 14 paino-%:iin. Hydrolyy- 
si^ ja-tke1:1:iin 3 vrk 50 *C:ssa ja pH-arvossa 4,8, Sa_anto 
hydrolyysin jaikeen oli 16 % glukoosia ja 12 % ksylo'osia 
laske-ttuna esikasiteltyjen lastujen kuivapainostra. 

20 Liuos erotetrtiin kuiva-aineesta dekantointisentri- 

fuugissa (Sharpies P 600). Hienojakoinen aine poistettiin 
Westfalia Na7-06-076 -separaattorissa ja ksyloosi-glukoo- 
siliuos konsen-troitiin haihduttamalla. Konsentrraatin pH 
oli 5,1 ja koos-tumus oli seuraava: 

25 glukoosi 10,3 % 

ksyloosi 7,6 % 

muita monosakkaride j a 3,1 % 

oligosakkaride j a 5,5% 
Kiintreiden aineiden kokonaismaSra oli noin 32 %. 

30 Liuos sisaisi lisSksi orgaanisten happojen suoloja 

ja pienia mSaria ligniinin hajoamistuotteita, furfuraalia, 
fenoleja ja muita orgaanisia aineita. 

Hydrolysoitu tuote f ermentoitiin hiivalla Candida 
tropicalis ATCC 9968. Fermenttorina kSy-tettiin New Bruns- 

35 wick Scientific Co If 250 -f ermenttoria johon oli liitetty 
kaasuanalyysi- ja massaspektrometrilaitteistol:. 
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Fermen-tointriliuoksessa oli: 

60 1 esihydrolysaattia 

( kuiva-ainepitoisuus noin 32 %) 

5 

1,5 kg Gistex-hiivauute-t-ta 

(hOyrysteriloitu 121 "C, 15 min) 

29 1 vetta 

10 

Siirrostusvil jelmSt kasvatet:1:iin kahdessa vaihees- 
sa, ensin 2 1 erlenmeyerpullossa Orbital Shaker -ravis- 
telijassa 30 "C:ssa^ 2 vrk ja sitten Microgen SF 116 -lab- 
oratoriof ermenttorissa, jonka kayttOtilavuus oli 11 1. 

15 Fermenttoria ilmastettiin nopeudella 5,5 Nl/min (0,5 WM) 
ja sekoite-ttiin nopeudella 500 RPM. Kasvatus kesti 2r vrk. 

Varsinainen f ermentointi suoritettiin pilol: -mitta- 
kaavassa kayttotilavuuden ollessa 100 1. Fermenttoria .il- 
mastettiin nopeudella 20N1/ min (0,2 WM) ja sekoitettiin 

20 nopeudella 100 rpm. Lampotila pidettiin 30 'C:ssa ja pH- 
arvo 6:ssa. Vaahtoamisen sSatelyaineena kaytettiin Plurio- 
ria®. 

Fermentointitulokset on esitetty taulukossa 1. 
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Fermentoinnin jSLlkeen oleellisesti kaikki sokerit 
olivat muuttuneet ksylitoliksi tai etanoliksi. 

Etanoli otettiin talteen liuoksesta tislaamaila 
f ermentoitu liuos -bavanomaisella tavalla, Tislauslait;1:eis- 
to koottiin vakiorakenneosista (Corning Process Systems), 
jotka olivat borosilikaattilasia ja laitteisto k^sitti 
vaiineet 15 erotusvaihetta varten seuraavasti: kiehutin, 
13 kellopohjaa ja syottGpohja 4. ja 5. kellopohjan valissa 
ylhaalta lukien* Kolonnin halkaisija oli 10 cm. 

Tislaus suoritettiin paineessa 110 mbar sy5-t-tono- 
peudella 10 1/h ja palautussuhteella 3:1. 110 l:sta fer- 
mentointiliuosta saatiin 7,0 kg tisletta, joka sisalsi 
27,1 paino-% etanolia. Poh j atuotteen etanolipitoisuus oli 
0,02 paino-%. 

Ksylitolin erotus ja kiteytys tapahtui esimerkeissa 
2 ja 3 kuvatulla tavalla. 

Esimerkki 2 

Etanolin ja ksylitolin valmistus sulf iittijatelie- 
mest^ 

LShtCaineena kSytettiin sulf iittij^teiiemesta kro- 
matograf isesti erotettua sokerijaetta (FI 862273, US 
4 631 129), joka sisalsi huomattavan m^ar^n heksooseja, 
p^aasiassa glukoosia. Liuoksen koostximus ennen fermentoin- 
tia ja sen jaikeen on esitetty taulukossa 2. 



Taulukko 2 



aineosa ennen fermentointia fermentoinnin jMlkeen 

kuiva-aine paino-% 19,0 



oligosakk. % k.a. 


14,8 


10,3 


glukoosi 


90,0 


1,4 


ksyloosl 


42,0 


3,5 


arablnoosl 


5,0 


2,3 


ksyli-toli 




25,4 


e-tanoli 


_ » 


42,0 


arablnltoll 




2,8 
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Fermentointi suoritettiin Debaryomyces hansenii - 
kannalla ja valiaineeseen lisattiin 3 g/1 hiivauutetta, 3 
g/1 mallasuutetta Ja 5 g/1 peptonia. Fermentoitavan liu- 
oksen pH oli alussa noin 6,0, lampGtila oli noin 30 "C ja 
fermentointi suoritettiin Orbital Shaker -ravistelijassa 
(200 rpm). 

Fermentoinnissa syntynyt etanoli otettiin talteen 
tislaamaalla (50 'C, 200 mbar) ja jMljelle jaaneelle liu- 
okselle suoritettiin kromatograf inen erotus divinyylibent- 
seeni-ristisidotulla polystyreenirunkoisella kationinvaih- 
tajalla taytetyssa kolonnissa, jolloin kaytettiin seuraa- 
via olosuhteita: 



kolonnin korkeus 


4,0 


m 


kolonnin lapimi-tta 


22,5 


cm 


l^mpo-bila 


65 




vir-tausnopeus ( HjO ) 


30 


1/h 


sy5t:t:5pitoisuus 


30 


paino-% 


syottekoko 


6 


kg kuiva-ainetta 


hartsi: Finex C 09 






palloskoko 


0,37 


mm 


ionimuoto 


Na* 





Tulokset on esitetty graafisesti kuviossa. Ksylito- 
li erotettiin ksyloosista ja muista epapuhtauksista ja 
otettiin talteen korkean ksylitolipitoisuuden omaavasta 
fraktiosta, josta puhdas ksylitoli kiteytettiin esimerkis- 
sa 3 kuvatulla tavalla. 

Esimerkki 3 
Ksylitolin kiteytys 

Kromatograf isesti rikastetusta ksylitoliliuoksesta, 
joka sisaisi 82,5 % ksylitolia kuiva-aineesta, ksylitoli 
kiteytettiin haihduttamalla liuos 92 p-% kuiva-ainetta 
sisaitavaksi 65 "C:ssa. Liuokseen, jota oli 2 200 g luon- 
nonpainoa, ympattiin 0,03 p-% kuiva-aineesta noin 0,04 mm 
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kokoisia ksylitolikiteita, ja liuos jaShdytettiin 55 tun- 
nissa 45 "Cteen seuraavan empiirisen yhtaiOn inukaisesti: 
T = Tl - (t/tl)**2 * (Tl - T2), missa 
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T = 


= liuoksen lampotila. 


"C 




Tl = 


= siemennyslampotila 


(65 




T2 = 


= loppulSmpo-tila 


(45 


'O 


t = 


= a±ka siemennyksesta. 


h 




tl = 


= kiteytysaika 


(55 


h) 
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Kiteytys suoritettiin vertikaalisella sekoittajalla 
varustetussa 2 litran pilot -kiteyttimess^, Liuoksessa 
olevasta ksylitolista kiteytyi 65 % raakakitein^, jotka 
erotettiin emSliuoksesta korisentrif ugilla (Hetrtich, Roto 

15 Silenta II), 

Linkouksen aikana kiteit^ pestiin vedelia (4 % vet- 
tM kiteiden painosta). Linkousaika oli 5 min ja kSytettiin 
2 000 g:n keskipakovoimaa. Kidesuspensiota lingottiin 
1 510 g luonnonpainoa, mistS saatiin 705 g kuiva-ainetta 

20 kidetta, jonka ksylitolipitoisuus oli 99,4 % kuiva-ainees- 
ta. Kiteiden keskikoko oli 0,37 nun ja standardipoikkeama 
24 %. 

Raakakiteet voidaan uudelleenkiteyttSS tuotekiteik- 
si Fl-patenttijulkaisussa 69296 esitetylia tavalla. 



Esimerkki 4 



Etanolin ja ksylitolin valmistus ohrankuorista 
LShtttaineena kSytettiin ohrankuorimassaa, jonka 
hiilihydraattikoostumus oli seuraava: 
30 ksylaani 21,6 % k.a. 

glukaani 33, 4 

arabinaani 5 , 7 

galaktaani 1 , 4 

mannaani 0, 6 

3 5 ramnaani 0 , 2 



10 



15 



20 



15 



Ohrankuorimassa hydrolysoi"tiin paineessa 350 psi 
235° C:ssa ja viiveaika oli 2,0 min. Hydrolysoitu materi- 
aali' sisalsi 45,6 % kuiva-ainetta ja liuenneiden kiintei- 
den aineiden pitoisuus oli 34,2 % kuiva-aineest:a. Suodos 
sisalsi kuiva-aineesta laskettzuna monosakkaride j a 12,7 %, 
etikkahappoa 16,9 % ja furfuraalia 0,5 %• Suodokselle suo- 
ritettiin jSlkihydrolyysi s^atamaiia pH arvoon 1 rikki- 
hapolla ja hydrolysoimalla liuosta 4 h yhden ilmakehan 
paineessa 100 "^Cissa. Jaikihydrolysaatin koos-bumus oli 
seuraava : 

1,3 % k.a. 
45,2 % 



oligosakkaride j a 
monosakkaride j a 



- ksyloosi 

- arabinoosi 

- glukoosi 

- galak-toosi 

- mannoosi 

- ramnoosi 



67.3 % monosak- 

11.4 kari- 
16,0 % deista 

3,3 % 
1,5 % 
0,5 % - 



muita 

(mm. furfuraalia) 



3,3 % k,a. 



J^lkihydrolysaatin f ermentointi, etanolin talteen- 
otto ja ksylitolin kiteytys -bapahtui edellisiss^ esimer- 
keissa kuvatulla tavalla. 



25 Esimerkki 5 

Etanolin ja ksylitolin valmistus kaurankuorista 
LShtOaineena kSytettiin kaurankuorimassaa, jonka 
hiilihydraattikoosumus oli seuraava: 
ksylaani 26,5 % k.a. 

30 glukaani 30,7 % 

arabinaani 3,0 % 

galaktaani 1,3 % 

mannaani 0,2 % 
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Kaurankuorimassa hydrolysoitiin paineessa 350 psi 
235** C:ssa ja viiveaika ol± 2,0 min* Hydrolysoitu materi- 
aali sisaisi 39,1 % kuiva-ainetta Ja liuenneiden kiintei- 
den aineiden pitoisuus oli 35,4 % kuiva-aineesta. Suodos 
5 sisSlsi kulva-aineesta laskettuna monosakkaride j a 12,0 %, 
etrikkahappoa 12,9 % ja furfuraalia 0,5 %. Suodokselle suo- 
rite-ttiin jalkihydrolyysi sSatamaiia pH arvoon 1 rikki- 
hapolla ja hydrolysoimalla liuosta 4 h yhden ilmakehan 
paineessa 100 'C:ssa. jaikihydrolysaatin koostumus oli 
10 seuraava: 

oligosakkarideja 1,3 % k. a. 

monosakkaride j a 63,1 % - ksyloosi 69,0 % monosak- 

- arabinoosi 6,9 % kari- 

- glukoosi 19,1 % deista 
15 - galaktoosi 3,1 % 

- mannoosi 0,8 % 

- ramnoosi 1,1 % - 

muita 2,8 % k.a. 

(nun. furfuraalia) 

20 

jaikihydrolysaatin fermentointi, etranolin talteen- 
otto ja ksylitolin kiteytys trapahtui edellisissS esimer- 
keissa kuvatulla travalla. 

25 Esimerkki 6 

Koivulastzujen hQyryra j aytrys ja uuttro 
Koivulastuille suoritettiin hGyryrajMytyskasittely 
tehdasmittakaavaisella laitteistolla iamp5tilassa 215 *C 
viiveajalla 4,5 min. KSy-betyn laitteiston valmistaja on 
30 Technip, laitetyyppi Stakell system. 

- HOyryx'a j Sy ty stuote lietettiin kuumaan prosessive- 
teen sekoitusscLili5ssa n. 3,5 % kuitususpensioksi. Sielta 
liete ohjat-tiin ylijuoksun kaut-ta -fcasaiseksi kerrokseksi 
vastavirtaperiaatteella toimivalle 5-vaiheiselle nauhasuo- 
35 timelle (tyyPPi A 40-B25; valmistaja Filters Philippe; 



kangasviiran leveys oli 2,7 m, viira oli laitteen valmis- 
tajan toimittama ) . Viiralla kiinteSS massaa uutet:tiin 
edelleen kuumalla vedellS. 
Saadussa vesiliuoksessa oli: 
kuiva-ainepitoisuus 8,7 paino-% 
ksyloosimonomeereja 1,1 % luonnonpainosta 
ksyloosioligomeereja 3,7 % " 
glukoosia 0,04 % " 



Esimerkki 7 

Hoyryrajytet:yn vesipest:yn koivulastumassan entsy- 
maa-btinen hajottaminen 

Hydrolyysin raaka-aineena k^ytetyn hoyryr a j aytetyn 
(215 **C/4,5 min) koivulastumassan ( valmist:et:tu esimerkin 6 
mukaisest:! ) koostumus oli seuraava: 
kuiva-ainetta 32 % 

selluloosaa 60 % k.a.ista 

ksylaania 3,6 % " 

ligniinia 25 % 

( asetoniin uuttuva ) 
Klason ligniini 12,3 % 



Edelia kuvattua massaa punnittiin 90 kg sekoit:t:a- 
jalla ja lammitysvaipalla varustettuun reakt:iosaili55n, 
jossa oli 370 litraa vetta. Seos lammitettiin 50 "Cieen, 
pH saadettiin arvoon 4,8 - 5,0, minka jaikeen lisattiin 
entsyymiliuokset (1,24 1 Multifect L 250, 0,11 1 Novozyme 
188 ja 0,09 1 Multifect K), Lisaysmaarat vastaavat aktii- 
visuusyksikkOina sellulaasia 6 FPU/g, B-glukosidaasia 5 
lU/g ja hemisellulaasia (ksylanaasia 18 U/G k.a., B-ksylo- 
sidaasia 9 nkat/g k.a., esteraasia 2 nkat/g k.a. ) 0,02 ml 
kasvuliuosta/g massan kuiva-ainetta. Reaktion annettiin 
jatkua edelia kuvatuissa olosuhteissa 18 tunnin ajan. Tai- 
16in lisattiin massaa ja entsyymeja samat maarat kuin 
aloitusvaiheessa. Vastaava massan ja entsyymin lisays 
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toistettiin 21 tunnin kuluttua aloituksesta. Taman jSlkeen 
hydrolyysireaktion annettiin jatkua niin etta kokonaisaika 
oli 40 tun-tia. Entsyymien toiminta pysaytet-tiin tailoin 
lammi-btamalia massaseos 80 *C:een 10 - 20 minuutin ajaksi. 
Samalla myos jaljelle jsanyt kiintoaines kiinteytyy ja on 
helpommin erotettavissa. Kiintoaine ja liuos erotettiin 
toisistaan sentrif ugoimalla (Pennvalt Sharpies P 600 -mal- 
li). Liuos kirkastettiin vielS erottamalla jaljelle jaanyt 
hieno sakka separaattorilla (Westfalia malli NA7-06-076), 
Liuos konsentroitiin 33 %:iin f ermentointia varten haih- 
duttamalla Luwa -haihduttajalla vakuumissa 40 - 50 '^Cceen 
lampotilassa. 

H5yryra j aytetyn vesipestyn koivulastumassan hydro- 
lyysisaannot entsyymikasittelyssa: 

% liuoksessa saanto konversio 

% k.a:sta % 

glukoosi 3,3 24,5 40,8 

ksyloosi 0,4 2,6 72,0 

oligosakkaridit 0 , 7 

Kirkastetun ja haihdutetun entsyymihydrolysaattiliuoksen 

koostumus : 

glukoosia 22,7 % luonnonpainosta 

ksyloosia 2,7 % 

oligosakkaridit 4,7 % 

Esimerkki 8 

HQyryrajaytetyn vesipestyn koivulastumassan entsy- 
maattisen hydrolysaatin fermentointi etanoliksi 
Hydrolysoitu selluloosa f ermentoitiin hiivalla 

Candida tropicalis ATCC 9968, Fermenttorina kSytettiin 

New Brunswick Scientific IF-250 -f ermenttoria. 
Fermentointiliuoksessa oli: 

45 1 hydrolysaattia 

1,5 kg Gistex-hiivauutetta 

40 1 vetta 
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Siirrostusviljelm^t kasvatettiin kahdessa vaihees- 
sa, ensin 2 1 erlenmeyerpullossa Orbital Shaker -ravis- 
tel-ijassa 30 *C:ssa 2 vrk, sitten New Brunswick Scienti- 
fic SF-116 -laboratoriof ermenttorissa, jonka kSyttatila- 
vuus oli 11 1. Fermenttoria ilmastettiin 5,5 Nl/min (0,5 
wm) 3 a sekoitettiin nopeudella 500 rpm. Kasvatus kesti 
1 vrk. 

Varsinainen fermentointi tehtiin pilot -mitta- 
kaavassa kSytttttilavuuden ollessa 100 1* Fermenttoria 
ilmastettiin 25 Nl/min (0,25 wm) ja sekoitettiin nopeu- 
della 100 rpm, LSmpotila saadettiin 30 *C:een ja vaahto- 
amista kontrolloitiin Pluriol -vaahdonestoaineella. 

Fermentoinnin tulokset on esitetty taulukossa^4 • 

Taulukko 4 



aika ( h ) solumassa ( g/1 ) glukoosi (g/1) etanoli (g/1) 

0 1,8 105,0 1,9 

19,5 11,3 0 51,2 

52 - 0 48,1 

66 - 0 45,0 



Hiiva kulutti 29,5 h aikana kaiken alustassa olevan 
glukoosin tehden siitS etanolia 48 % saannolla, 

Fermentoinnin jaikeen hiivasolut erotettiin liuok- 
sesta sentrifugoimalla (Westfalia NA7-06-076). Kirkastet- 
tu liuos tislattiin etanolin talteenottoa varten. 



Esimerkki 9 

Etanolin talteenotto hQyryrajaytetyn, vesipestyn 
koivulastumassan entsymaattisen hydrolysaatin fer- 
mentointituotteesta 

Tislattavana oli 100 litraa fermentoitua selluloo- 
sahydrolysaattia. Fermentointi oli tehty esimerkissS 8 
kuvatulla tavalla ja kirkastettu sentrifugoimalla Westfa- 
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lia NA7-06-076 -separaattorilla. Liuoksen etanolipitoi- 

suus oli 3,4 %. 

Tislauslaitteisto oli koottu Corning Process Sys- 
temsin vakiorakenneosista, jotka olivat borosilikaatti- 
lasia. Kolonnin halkaisija oli 10 cm. Laitteistossa oli 
15 erotusvaihetta: kiehutin, 13 kellopohjaa ja syottopoh- 
ja 4. ja 5. kellopohjan vSlissa ylhaaita lukien. Tislaus 
■teh-tiin paineessa 100 mbar, syOttOnopeudella 10 1/h ja 
palautussuhteella 3:1. Talteen saatiin 8,5 kg tisletta, 
jonka etanolipitoisuus oli 36,0 %. Poh j atuotteen etanoli- 
pi-fcoisuus oli 0,1 %. 
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Patenttivaatimukset: 

1. MenetelmS ksyli-tolin ja etanolin valmistzamiseksi 
samanaikaisesti hydrolysoidusta lignoselluloosapitoisesta 
mater iaalista, tunnettu siitS, etta IShtOaine 
fermentoidaan hiivakannan avulla, muodostunut etanoli 
otetaan talteen, jaijelle jaSneelle ksylitoliliuokselle 
suoritetaan kromatograf inen erotus ja puhdas ksylitoli 
kiteytetaSn, 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm^, 
tunnettu siitS, etta lahtoaine uutetaan, uutettu 
liuos fermentoidaan ksyloosin muuttamiseksi ksylitoliksi 
ja ksylitoliliuokselle suoritetaan kromatograf inen erotus 
ja kiteytys ja uutetulle massalle suoritetaan loppuhydro- 
lyysi, se fermentoidaan ja muodostunut etanoli otetaan 
talteen. 

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta laht5aineena kaytetaan ksy- 
laania sisait^vSa lignoselluloosaa, kuten koivua tai 
vil j ankuorta . 

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta IShtOaineena kaytetaan sul- 
f iitti j atelienta . 

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmS, 
tunnettu siita, etta hiivakanta pystyy muuttamaan 
vapaan ksyloosin ksylitoliksi ja lasnaolevat vapaat hek- 
soosit etanoliksi. 

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta hiivakanta kuuluu Candida- 
tai Debaryomyces -sukuun* 

7. Patenttivaatimuksen 1 tai 6 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta hiiva on Candida tropicalis 
-laji, ja on edullisesti Candida tropicalis ATCC 9968. 

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 

t u nn e t t u siita, etta hiiva on Debaryomyces hanse- 
nii -laji. 



ft 
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9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta etanoli otetaan talteen tis- 
laamalla. 

10. Pa-tent-tivaatimuksen 1 mukainen niene1:elma , 

5 tunnet-tu siita, etta hydrolyysi suoritetaan hOy- 

ryrajSytykselia ja entsymaattisella loppuhydrolyysilla. 

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siitS, etta kromatograf inen erotus teh- 
daan kayttaen stationa^risenM faasina vahvaa kationin- 

10 vaih-bohar-tsia. 

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnet-tu siita, etta f ermentointi suoritetaan pH- 
arvossa noin 4-7, edullisesti noin 5,7 ja lampotiiassa 
noin 10 - 45 ^C, edullisesti noin 25 - 35 **C. 

15 13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm^, 

tunnettu siita, etta uutetun massan loppuhydro- 
lyysi tehdaan entsymaattisesti . 




(57) Tiivistelma 

Keksinttt koskee menetelmas ksylitolin ja 
etanolin valmistamiseksi samanaikaisesti 
hydrolysoidusta lignoselluloosapitoisesta 
materiaalista, jolloin lahtGaine fermen- 
toidaan hiivakannan avulla, muodostunut 
etanoli otetaan talteen, j^ljelle jS^neel- 
le ksylitoliliuokselle suoritetaan kroma- 
tografinen erotus ja puhdas ksylitoli ki- 
teytetaan. 




(57) Sanunandrag 

Uppfinningen avser ett fOrfarande far sam- 
tidig framstailning av xylitol och etanol 
frAn ett hydrolyserat lignocellulosahal- 
tigt material, varvid utgAngsmaterialet 
fermenteras med en jSststam, etanolen som 
bildats tillvara-bas, den resterande xyli- 
toll5sningen separeras kromatograf iskt och 
ren xylitol kristalliseras. 
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8 



4 ■- 



24 



20 -- i»0 



16 



12 



20 



OLIGOMEEREJA 



KSYLITOLI 



ARABINITOLI 



1 * ^ 

\ / I \ i \ KSYLOOSI 

^\ ic*''* \ 



1 2 



— v 

16 



-T — 

20 



24 



T 

28 
NAYTE 



